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Die folgendon Angaben sind den vom Anmelder efngereichten Unterlagen entnomman 

® Pravention von niykotischen Kontanninationen bei der Zell- und Gewebekultur bakterlellen 

pflanzhchen animalischen und humanen Ursprungs, bestehend aus Polyen-Makrolid-Konjugaten mit 
rolysaccnariden 

® Bei der Kultfvlerung von Gewebe und Zeiien bakterfel- 
len, pflanzllchen oder anfmallschen Ursprungs bzw 
mensch lichen Ursprungs mOssen oft trotz aseptfscher 
Verfahrensweisa praventiv Antimykotrka wie Amphoteri- 
cin B Oder Nystatin eingesetzt werden. Diese Ve^bindu^^ 
gen haben jedoch Nachteile wie z. B. Nebenwirlcungen 
Buf die Zell- und Gewebekuitu ren. AuBeidem weisen die- 
se Vbrbindungen alle eine nicht ausreichende Wasserlos- 
llchkeit auf, die nachtellig ist Es sollten deshalb neue Mit- 
tel zu r Verwendung als Anti mykcstikB bei derZell- bzw. Ge- 
webekultur gefunden werden, die diese Nachteile nicht 
Oder nur reduziert aufweisen. 

Die neuen Mittel zur Venwendung als Antimykotika bei 
den Zell- bzw. Gewebekulturen bakteriellen, pflanzlichen 
, und animalischen Ursprungs sind Derivate der Polyen- 
, Makrolid-Antimykotika Amphotericin B, Nystatin oder 
Natamycin, die uber eine Amidbindung mit dem Poiysac- 
charldanteil verknupft sind, wobei dessen reduzierenda 
Endgruppe vor der Konjugation zur entsprechenden Car- 
bonsaure oxidiert wurde. 

Mittel zur praventlven anitmykotischen Behandlung von 
Zell- und Gewebekulturen bakteriellen, pflanzlichen, ani- 
malischen und menschiichen Ursprungs. 
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Bescfareabung liposomal verpacktes Amphoteridn B . Alle diese Arzndf or- 

men weisen zwar eioen grSBeren therapeutischen Index und 

[0001] DievorliegeodcErfindungbetrifitdic Verwcndung cine bdherc Vcrtrfiglichkeit, insbesonderc einc gcringcrc 

von wasserloslichcn Zubcrcitungen von Polyen-Makrolid- Nephrotoxizitat im Veiglcich mit einer heikonunlichen Am- 

AntimykotikainFormvoDKoojugatenDiitPolysaccharideo 5 pfaotericin B-Desoxychokt-Fonnulieiung auf, weshalb sie 

auf Basis von StSrke oder StSrkiBdcrivatBD, insbesondeie auchinhoheieDDosen verabieicbtweidBnk5m]en,deDDoch 

Hydioxyethylstfiike und Hydioxyprppylstarke zur Proven- lassen dch bei hohen DoSen die oben beschriebeneo Neben- 

tioo Dsykotiscber Kontaminaticoen bei der Zell- und Gewe- wirkungen nicht ganz vermeiden. 

bekuhur auf bakterieller, pflanzlicher, animalisdier und hu- [0007] Bin gravierender Nachtdl solcher Lipidfbnnuli&- 

manexBasss. lO nuigen von Acnpboteiicin B ist jedoch in den sehr hoben 

[0002] Die struknirell eng verwandten Polyen-Makiolid- Herstellungskosten und den damit verbundenen Handels- 

Andbiodka Natamydn, Nystatin und Ami^oteiicin B sind pieisen zu sehen. DarQber binaus mflssen diese komplizier- 

bekamitBfungistatiscbebzw.fungi2adeAMniiduDgeD,diein ten Aizneifarmen bis zu ihier applikadonsfertigen Fomi 

der Medizin unteischiedlicb eingesetzt wddeo. So ist zum nacb wie vor in umstandlicher Weise lekonstituiert werden. 

Beispiel Amphotoicin B ein aus Streptomyces nodosus iso- is r^cht zuletzt wegen dieser Nachtdle ist tiotz der veibesser- 

liertes Polyoi-Antimykotikimi. Chemisch handelt es sich \en tberapeudschen Breite bei den lipidformulierungen des 

um ein makrocydiscbes hacUm (Makrolid) mil 7 konjugier- Am{^tericins B eine bieite Akz^tanz auf dem Markt aus^ 

ten DoppelbinduDgen in all-trans-Konfiguration innerhalb geblieben. 

dnes 38-gliedrigen Lact(xmngs, an welcben Qber eine O- [0008] £s wurde nun gefunden, dass gemaS Deutscher Pa- 

glykosidischeBindungder AnuDozuckerD-Mycosaminge- 20 tentanmeldung 10129369.0 wasseilosUche Amphoteridn 

bundeo ist B-Kbnjugate tnit Polysacchariden hersteUbar sand, die oe^ 

[0003] Amphoteridn B ist amphoter und besitzt lipqpbile benwirkungsfreier als das Original sind und eine hohe Was- 

und hydrophile Regionen im Molekul, welchc es bef^gen^ sedoslichkeit aufweisen und zudem kostengtinstig bersteli- 

mit den in der Cytoplasmamembran von Pilzen entfaaltenen bar sind. 

SteroleoKotnpI^ezubLlden, waszudnerStdrungderZell- 25 [0009] >^ haben dud festgestellt, dass zwar mit zuneb- 

permeabilitSt fiihrt Da Bakterienmembranen kdne Sterole mendem Molekulaigewicht des Polysaccharidantdls die 

enthaiten, ist die antibiotiscbe Wriojng von Amphotericin B Wasscrioslichkeit der nach DP 101 29 369.0 hergeslellten 

seldoiv gcgai Pilzc gerichtet. Polysaccbaridderivate des Amphoteridn B stark zunimmt 

[0004] Wegen des breiten Wiriamgs^^ektiums voo Am- und das Ausmafi der Nebenwixkungen, gemesseo als die in 

(^tetridnBgegenpraktisch alle bumanpatbogeoenPilze ist 30 vitro gemesseoe HUmolyserate abninimt, gleichzdtig aber 

es fUr die systemische Behandlung mykodsdier Infekdonen die in vitro lungizide bzw. fungistadsche Wirksamkeit rela- 

bdm Menschen das W&ttel der WahL Amphoteridn B weist tiv zum Originalpraparat beeintrachtigt wird. 

einige gravierende Nebenwii^ngen bei der intravendsen [0010] Bei dnem parenteralen Binsatz von Amphoteridn 

Applikation auf,dieteiLweiseauchniitsdnargeringeD Was- B-Konjugaten der obigen Form ist diese Abnahme der 

soldslichkdt im physiologischen pH-Bereidi und dem da- 3S Wirksamkeit unpxobkmadsch, da nach der intravenOsen lo- 

durch bedingten Einsatz von LosungsvermittlerD zusam> jektion ein durch die Serum-o-Amylase veiursachter Abbau 

menhangt Die Handelspiaparate des Amphoteridn B sind zum Beispiel des Hydroxyethybtarkeantdls erfolgt (durch 

deshalb idativ kompliziext aufgebaut, aucb teUweise teuer SpaltuDgd^a-l,4-glyoosid[iscben Bindungender Anbydro- 

bexzustelien und weisen deshalb zusatzlicfae Nachteile dies- gluooseo), so daB die in vivo Wrksamkdt der Abbaupro- 

bezfiglichcr Art auf. Die Wasser-Schwedoslicbkeit irifft 40 dukte wiedcr zunimml im Vcigleich zu dem Originalprapa- 

auch zu fur die engeo Stnikturverwandten Natamycin und rat und damit bd Vermddung aller Nachtdle des frden Am- 

Nystatin, wekbe deizdt nur als Arzneimittd in tojnsdieD [diotezicin B veigleichbar ist mit der M^iksamkeit dieser 

Fonnen eingesetzt werden. Veibindung. 

[0005] Daszur]hfu6ioQv<xge6eheneQriginalpi:ilparatde8 [OOU] Obeirascfaendanveise baben wir nun festgestellt» 

An^ihoteridn B von BRISTOL-MYERS SQUIBB (in 45 dassHydioxyethylstfidce-Ati^dxitBridnB-Konjugatenacb 

Deutschiand unter der Handelsbezddmung "Amphoteiicin DP 101 29 369.0 (Amphotericin B-Hesylate) mit einem. 

B" eifaaitlich) liegt zum Bdspiel als Th)ckensubstanz voi; Molekulaigewidit des HydioxyethylstSriceantdls von < 

welcbemitWasseriekonstituieitwadenmuBundliegtdanD 80.000 Dalton, also unterfaalb der menschlidien ^^e]:al- 

als mizeUare Dispeisicn yon Amphoteridn B mit Na-De- schwdle^ eine im Veigleich zum underivatisierten Ani{4x>- 

soKychcilat voi; Um eine appIikadonsfafaigB Infusionsl5suDg SO tericin B stark reduzierte in vitro Hamolyserate aufwdst, 

zu erhalten, kann die so eriialtene Stammiasung nur nut glddizeidg eine nahezu unveranderte in vitro fungizide und 

elektroIytfisienTrlgcrlGsux^eii wie zum Bdspiel dna:5%- fungistadsche Wirkung aufzeigt, die ausrdchend 1st, um 

igen GhicoselfisuQg bis zur erwllnschten EndkonzentralioD Zell- oder GewebekulturBn auf baktBriellea; pflanzlichei; 

verdfinnt werden. Dieses Mparat weist zudem nur dnen ge- animalischer bzw. bumaner Basis vor evraitudlen Kontami- 

lingen Therapeutischen Index auf^ d, h. das Fenster zwi- SS nationen durch Pilze zu schUtzen. Der Einsatz von Antimy- 

schen effektiver und toxlscb^ Dosis ist sehr sdmiai. Dar- kotika bei der Zell- und Gewebekultur ist aucb trotz entspre- 

tiber binaus Ist, trotz des reladv breiten Wiikungsspektrums chender aseptischer Arbeitswelsen oft notwendig. Dabd 

von Amphotericin B, (fieses PrSparat bei besdmmteo Kr^k- richtet sich die Konzoitration der Antimykotika nach dem 

hdtsbildem wenig effekdv, wdl die ^^rksubstanz den Ort Medium, den ZeUtypen bzw. Gewebetypen und der jeweUs 

der mykodschen Infekdon nicht oder nur in zu kldnen Kon- co ermittelten zytotoxlscben Konzentration der Antimykotika. 

zentradcmen errdcht, so dass Ami^x>tericln B dort seine Es 1st nun besonders v<»teilhaft, dass die erfindungsgemS- 

charakteristische antifungale Wurkung nicht oder nur unzu- Ben Konjugate nicht oder nur sdir schwer in die ZeUen pe- 

rdcheod entfalten kann. netrieien kdnnen und dass sie welter hin nicht zytotoxlsch 

[0005] Um die Nachtdle des Origlnatorpraparates zu bzw. hamolydscb wirken. Sie sind ausrelchend wasserlos- 

Uberwinden, wurde eine Reihe von Amphoteridn B-Pr^pa- fis Ucb und kOnnen als Langzelt lagerungsstablle Lyophllisate 

raten entwickelt, welcbe lipidformulierungen daistelleD, Idcht vor AppHkatlonzudenZeU-bzw. Gewebekultuienre- 

zum Beispiel Lipldkomplexe mit Amphoteridn B, koUoide konstitulert werden. Sie sind physlkaliscb-chemisch kompa- 

DlBpersi<»3en von Cholesterylsulfat mit Amphoteridn B und dbel mit den g&igigen Zell- bzw. Gewebekulturmedien. Ihre 
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Einsatzkcxizentration richtet sich, wis obeo beschrieboi, 
nach den eotspiechenden Randbedinguogen, die zell* bzw. 
gewebefculturabhSi^ effordedicb tdnd. 

Patcntanspriicbe 5 

1. Mittel zur Verwendung bci dea: ZcU- oder Gcwebe- 
kultur bakterielkj; pflanzlicher, animaliscber und 
menschlicher Zellen oderGewebe zurl^tdcticxi mag- 
lidier mykodscher KoDtannnadoneii, bestehend aus 10 
wass^dslichea Psolyen-Makiolid-Polysaccharid-Kon- 
jugatm 6cc allgemdnen Fonnd 
A-NH-R 
wobei 

A-NH - die Polyen-Makrolidreste von Amphotericin 15 
B, Nystatin oder Natamydn bedeutai, die Ober ihrc 
freie NH2 Gnippe in einer Amidbindung an R konju- 
giertsindund 

R - ein an der rcduzierenden Endgnippe zur Carbon- 
saure bzw. Lacton oxidiertcr Polysacdiaridrest auf Ba- 20 
sis von Staike oder Staikederivaten in Amidbindung an 
die NH2 Gruppen der Polyra-Makiolide bedeutet 

2. Verwendung wasscrldslicber Pdlycn-Makrolid-De- 
riyate gcmSB Ansprudi 1, wobei R - Hydroxyethyl- 
staike bzw. Hydroxypropylstaike-Derivate, ihier StSr- 25 
kekomponenten Amylopeklin oder Amylose bedeuten, 
derenMolekulargewicht < 80.000 Dalton ist. 

3. Verwendung von wasscrl5slichen Amphotericin B- 
Deriyaten gemaB Ans{»uch 2, wobei R ~ eine an der 
teiminaien reduzierenden Endgnif^ oxidieite Hy- 30 
droxyethylstarice bedeutet die in Amindbindung zur 
NH2 Gn^jpc dcs Amphotericin B voriiegt und der Sub- 
stitutionsgrad MS der Hydroxyethylstarke zwischen 
0,1 und 0,8 liegt und das Verhaitnis der Substitution an 
den K<^enstoffatomen 2 und 3 der Anbydrogluoosen 33 
zwischen 3 und 15 liegt. 
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